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岡 本 繁 子妾
緒 言
 核酸は動物及び植物のあ らゆ る生活細胞の構成物で
ある核蛋白質 の構成成分 として,蛋 白質 と結合 して存
するもので.生 命現象の鍵を握 る物質として最近その
研究 も活発になつて来た。
 核酸を稀薄なアルカ リで加水分解すると,4個 の
nucleotideに 分解 し,こ れを弱アルカ リで分解を行
うとnucleoside即 ち,有 機塩基 と糖の化合物 と,遊
離の無機燐酸 とを与える。 これを核蛋白質の組成 とし
て図示すると次の通 りである。
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 今 日では化学的に性質の異 る五つの一般的型の核酸
が存在 してい る。即ち酵母核酸を代表 とするRibonu
cleic Acid(RNA)と,胸 腺核酸を代表 とす るDes
oxyribonuclie Acid(DNA)で ある。
 植物核酸については,動 物核酸程には研究 されてい
ず・又その文献 も少ないのであるが,高 等植物の組織
ことに殻類の胚芽中に核酸様の物質が存在することは
古 くOsbOm, Harris らに よつて指摘 され,小 麦の
胚芽か ら単離された。L・v・n・, L。 F。1)rglらは これが
酵母核酸(RNA)と 同一物質であることを確認 し,
ついでこのほか稲の胚芽,ト ウモロコシ胚,エ ン ドウ
の葉,ネ ギの鱗茎,タ バコの葉などか らRNAの みな
らず・DNAま でもその存在を認め られ,従 来か らの
``DNAは 動物生体内のみに存在する"と い う考えを覆
すに至つた。
 一・般に今 日迄に分離 されている核酸は種子の胚芽中
のものが多 く,か つ胚芽全体か ら直接に核酸のみを抽
出 したものであつて,穀 実内における形態にっいてあ
まり深 く考慮 されていない。 しかし最近,近 藤,森 田
氏 らがぬか層,蛋 白質層及び胚芽を全 く除去した米粉
末か らこれを調製 し,コ メグルテ リンが核蛋白質であ
ることを証明したのは興味あ ることである。 コメグル
テ リンが核蛋白質であ ことは,植 物性組織中に正常成
分 として核蛋白質が存在す ることを始めて確認 したも
の と云える。
 核酸が蛋白質の生物学的合成に対 して持つ本質的な                   1)
意義についてはCaspersson及 びBrachetに よる仮




RNA及 びDNAが 蛋白合成に利用 されていることや
又植物細胞に生長が著 しく阻害 され る様な処理を して
これに酵母核酸(RNA)を 与えると阻害が回復す る
ことは,植 物の生長に対する核酸の重要性を示す もの
であ り,こ れか らもこの生長阻害が蛋白質合成の阻害
であることは明 らかである。そこで食物科学的に も核




 私は高等植物核酸の一種 として大豆核酸を とりあげ
これの定量を行つた結果,RNA及 びDNAは 夫々か
な りの含量をもつ ことがわか り,更 に大豆穀実中か ら
核酸を抽出 してこれが定性的にRNA及 びDNAを 含
有することを知つた。又その構成成分の研究 として
Ribose,有 機i塩基(Purine『 及びPyrimidin),無 機
燐酸,及 び窒素の検索を試みた結果,夫 々の検出及び
定量をす ることが出来た。
         実   験
                    2}
〔1〕 核酸及び各形態 燐の定量(Schneider法)
 A.実 験材料
  材料 として,北 海道産の白大豆を臼で粉末に した











  Soybeall meal 5 gを 正確に秤坂 し,10%0氷
 冷Trichloracetic acid(TCA)50nl1を 加え,
 氷冷 しつつ充分混ぜてか ら速か に 遠 心 分離す
(註1)
酸可溶性燐化合物 とは,燐 酸,mononucleotide,
糖類,そ の他低分子燐酸エステルなどで,こ れ ら
の抽出は冷時に出来るだけ速 かに行 うことが必要
である。
 る。上澄を分げ.沈 澱に再び10%氷 冷TCA 50
 mlを 加えて均一な懸濁液 としてか ら,速 かに
 遠心分離する。沈澱は次の②に用い上澄は先の
 上澄 と合併 して酸可溶性劃分とする。
② 燐脂質の除去
  (1)の沈澱を20m1の 水に懸濁 し,40m1の95
 %Alcoho1を 追加 してよく混ぜた 後遠心分離
 する。沈澱を再び95%Alcoho1に 懸濁 した後
 遠心分離iして,(1)で 用いたTCAを 出来るだけ
 除去する。次に沈澱をAlcoho1:Ether(3=1
 )の 混液30m1に 懸濁 し,沸 石を入れ,冷 却管
 をつけて湯浴中で3分 間沸騰せ しめ,冷 却後遠
 心分離 し,得 られた沈澱を同様にして計3回 抽
 出 し,3回 分のAlcohol.Ether抽 出液を合併
 して燐脂質劃分 とす る。
(3)核 酸の抽出
  (2)沈澱に10m1の 冷水 と10°0氷冷TCA30m1
 を混 じ均一な懸濁液 としてか ら遠心分離する。
 次に沈澱を5°oTCA40ml中 に再び懸濁 し,
 90。Cの 湯浴中で15分 間加熱後冷却 し,遠 心分
 離す る。 上澄をと り沈澱に5%TCA50mlを
 加えよく撹伴 してか ら遠心分離す る。以上の抽
 出液を合併 して核酸劃分とす る。
(4)燐 蛋白質
  (3)の沈澱に2%NaOH40mlを 加え,沸 騰湯
 浴中で10分 間加熱 して溶解せ しめる。 これを燐
 蛋白質劃分 とす る。
C.定 量
            (註2)
1)各 形態燐の定量(Allen法)
(1)酸 可溶性燐化合物
  {a賦料:前 記操作 による上澄液100mlを 用いた。
  (b)試薬:Amidol試 薬(19のAmidolと209
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  の純 重亜 硫 酸 ソー ダを水 で溶か して100mlと
  す る。 外面 を黒 くぬ つた壕 に密栓 して貯 え,
  約10日 後に上 澄を傾 鴻 して用 い る。)Ammo
  nium-molybdate8.3% (モ リブデ ン酸 ア ン
(註2)
燐 モ リブデ ン酸 ア ンモ ンを適 当な還元 剤で還元 し
てモ リブデ ン青 とし,生 じる青色を標 準溶液 と比
色定量 す る方法 。
RJ.L. Allenは 還 元剤 としてAmidol(ユ2-4
Diamino phenol)を 用 い,発 色 の条 件を吟味 し
て従来 の諸法 の欠点を克服 した。
  モ ンの溶 解 を容 易にす る為 に少 量 の ア ンモ ニ
  ア水 を加 え る。)燐 酸塩標 準溶液mg/CC(K
  H2Pqを 夫 々0.1,0.2,0.3～1.Omgを含
  有 す る様 に蒸溜水 に とか して用 い た。)
 {c}操作:2mlの 試料液 をmicro-kjeldahl fl
  asakに と り,2.2m1の60%過 塩 素酸を加え
  分解 し,分 解後1mlの 水を加 え沸騰 湯浴中
  に10分 間放 置 後,2m1のAmido1試薬 と1
  mlのArnmoninm-molybdate(8.3%)及
              (註3)
  び水で25m1と し,5～30分 問の間に コタキ
  製光電比色計(Filter S72)を 用いて測定 し
  た。
   先 に燐酸塩標準溶液でもつて,同 様にして
  検量 曲線を作 り,こ れ より中挿法にて燐の含
  有量を求めた。
  第1図 は燐 の検量 曲線 であ る。
(a)結果:
 2ml中 の燐量      1.Og100m1中(S
 oybean meal 59中)の 燐 量 …50. Omg Soyb
 can mea1100mg中 の燐量 …1000. Omg(ユ%)
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② 燐 脂質
 (dl試料:前 記操 作 に よる上 澄液90m1を 用いた 。
 (b)操作:前 記(1) と同方法 に よ り,第1図 か ら
  燐含有 量 を求め た。
 (cj結果:
   2mlの 燐量          0・035mg
  90m1中(Soybean lnea15g中)の 燐量 … …
                  1.575rnS
  Soybean meal 1009中 の燐量 … …31・5mg
                  (0.03%)
(3)燐 蛋 白質
 (a}試料:前 記操作 に よる溶 液40m1を 用い た・
 ㈲操 作:前 記(1)(2)と同 方法 に よる。
 〔c}結果:
(註3)
 5～30分 間 の間 に も呈色 の度合が変 化 あ る為め 私
は正 確を き し全 てを,試 薬 を加 えてか ら,15分 後
に統 一 して測定 した。
   2ml中 の燐 量          0・08mg
  40m1中(Soybean mea15g)の 燐:量 …1・6mg
  Soybean mea11009中 の燐量 ・・…・…32・Omg
                 (約0.03%)
2)核 酸 の定量
(1)Ribonucleic Acidの 定量(Orcinol-HCI反          2)
  応…Ken等 の方法)
  la獄料:前 記核酸劃分抽出液を用いた。                    ぐ の
  (bE試薬:FeC1:3を0.02%含 む濃HC1(分 析用)
   10°oOrcinal-Alcohol溶 液。
  (C)操作:試 料5m1を 目盛付試験管に とり5ml
   のHCI-FeCla試 薬及び0.3m1のOrcinol
   試薬を加えて20分 間沸騰湯浴中で加熱 し,冷
   却後水で全量15mlと してコタキ製光電比色
   計(Filter S 61)を 用いて,同 様に比色定量
   して作つた検量 曲線 と照 らし,RNAの 量 を
   求めた。
   第2図 がRNAの 検量 曲線である。
(註4)
 この混液は共栓付フラスコ中に保存する。 コル ク
 はペン トースを含むか ら決 して用いてはな らない
(註5)
 密栓 して暗所に貯える。(新 しい時は殆んど無色




  1mg中 のRNAの 量       0・5mg
  130mg中(Soybean mea15mg中)のRNA量
                  65.Omg
  Soybean meal 100g中 のRNA量 … ……
                 1300.Omg
                  (1.3°o)
(2 Desoxyribonucleic Acidの 定量(シ ス テ ィ       2)
 ン0硫 酸反応)
 (a}試料:前 記核酸劃分抽出液を用いた。
 ㈲試薬:5%塩 酸 システィン水溶液液
  70(容 量)%,H2SO4(分 析用硫酸を稀める)
 (c}操作:塩 酸 システ ィン試薬0.05mlに 検液0.5
  m1を 加えてか ら5m1の70%H2Sqを加
  える。添加後ガラス棒で激 しく撹拝 してか ら
  40・Cに5分 間放置 し,H2SO4添 加後10分 後
  に生 じた紅色の強さを コタキ製光電比色計(
  Filter S50)を 用いて測定 し,そ の結果をD
  NA標 準試料での呈色か ら作つた検量曲線に
  のせDNA量 を よみ とる。但 し私の場合DN
  A量 が微量 であ り,試 料そのままでは呈色が
  困難であつたので,試 料を60。C以 下で10倍
  に濃腹 して測定 し,検 量 曲線か らよみ とつた
  値を駈oに して含有量を計算 した。
  第3図 がDNAの 検量.曲線である。
昭和35年7月(1960)
  (a)結果:
   1ml中 のDNA量        0.135mg
   130m1中(Soybean mea15g中)のDNA量
                   17.55mg
   Soybeall meal 100g中 のDNA量 …351. Omg
                 (約0.35°o)
以上の定量結果をまとめると第1表 の如 くである。




















カ リ抽出,酸 沈澱 といつたかな りはげしい処理方法が
採 られていた。 しか し核酸や核蛋白質が高分子であ る
ことが判明してか らは,例 えば食塩水抽出,ア ルコー
ル沈澱の様な出来 るだけ温和な方法が採用 され る様 に
なつ て来た。
 私はこの方法に従い,ア ルコール沈澱法を取 り入れ
た抽出法で大豆核酸の抽出を試みた。
A.試 料
  核酸及び各形態燐の定量に用いた と同じく,北 海
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 道 産 の白大豆 でのSoybean mealを 用いた 。
B.操 作
  Soybean meal50pbを 冷水21中 に一一様に混 昂 し
 40%NaOHを62.5m1を 加え,氷 で10～15。Cに
 冷 し乍 ら1時 間震盈 撹拝 した後 遠心 分離 し,上 澄液
 に15gの 硅藻土 と15gのbentoniteを 加え て浄化 し
 40mlの 濃HCIを 加え, pHを 氷酷 酸 で6.5に した
 後・毎分2500回 転で20分 間 遠心 分離 し,上 澄液 を別
 器 に とつ てお き,沈 澱 を500m1の 水 で混吊 し,再 び
 遠心 分離 す る。 この上澄 液 と前 の上'L液 とを合併 し
 この液 と同量 のAlcoholを 加 え て濃HCI.に した
 後氷 を用 いて100Cに 温度 を保 ち乍 ら30分 撹 拝器で
 震温撹挫 す る と核 酸沈澱が 生成 す るか ら,遭 心 分離
 してこれ を集 め,Alcoholで2回 充 分に洗溝 した後
 テ シケー ター中に て10日 間 乾燥 した後,夏 に真空 中
 にてP205上 で10日 間乾燥 した。
C.収 量
  生成 物は灰 白色 粉末 で,Soybean meal5009か
 ら4・2279か 得た。 即 ち0.8454%で あ る。
〔皿〕 大豆核 酸の構成 分研究
             4)
A.窒 素の定量(Kjeldahl法)
 (a獄 料:前 記抽出 に よる大 豆核 酸を用 い る。
 〔b縢作:核 酸200m1を 正 確 にmicro kjeldahi fla
  skに 採 取 し,濃H2SO↓ と少 量 の酸化剤 を加え
  Kjeldah1分 解 装置 にて約6時 間 分解 し,終 了後
  Kjeldahl窒 素 蒸溜装置 を用 い て窒 素を定量 した。
 (c}結果:N/10NaOHでの滴定 数= N/10H2SO440
  mlに 対 して29.5m1で あつ た。
    0.0014×(40-_2_9.50.2-)×100_35(°o)
  故に前記抽出の大豆核酸の窒 素含有量は7.35%で
  ある。
          2)
B・ 燐の定量(Allen法)
 {a)試料:5°o'1'CAlml中 に前記抽出に よる大豆核
  酸10mg含 有す る溶液をつ く り,こ れを用いた。
  q(bl作:前記各形態燐の定量の場合 と同様に比色定
  量 し・第 ユ図の検量曲線か ら,中 挿法によ り燐量
  を求めた。
 {c}結果:
  試料液2rn l中(核 酸20mg中)の 燥r… …0.3mg
  大豆核酸100m9中 の燐量        1.5mg
                    (1.5%)
  故に以上の窒素と燐の定量結果か らその比 (N/
  P)は
        N-7.35-4.9        P          1.5
  そ こで次の第2表 か ら分析値 をよみ
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           第2表
                          (註6)

















(註6)普 通には核酸はそのNa塩 として精製 され
るので,核 酸の構造式か らNa塩 として計算 した
値である。
N/P分 析 値を1.69と してみると,私 のN/Pの
値4.9は 窒素含有量が燐含有量に対 して多す ぎる
ことにな るが,抽 出大豆核酸の内には不純物 とし
て,後 述の反応検査に示す様に蛋白質が完全に分
離せずに入つている為に,蛋 白性窒素が この値の








 1)Ribonucleic Acidの 定 性(Orcino1-HCI反 応)
  {a}試料:10°oTCAlml中に前 記抽出に よる大豆
   核酸10mgを 含有す る溶液を作 り,こ れを 用 い
   た。
  {b}操作:前 記RNAの 定量 の場 合 と同様に反応 さ
   せ,そ の呈 色の有無 を見 る。
  (c)結果:Orcinol-HC1反 応 に よるRiboseの 呈色
   に よ り,鮮 かな る緑 色を呈 した。 これ に よ りR
   NAの 含量 を確 認 した。
 2)Desoxyribonucleic Acidの 定性(シ ステ ィン        2)
  一硫酸反応)
  {a}試料:Ribonucleic Acidの 定性 と同一物を用
   いた。
  ㈲操作:前 記DNAの 定量の場合と同様に反応 さ
   せ,そ の呈色の有無をみる。
  {C)結果:シ ステ ィンー硫酸反応によるDesoxy-ri
   boseの 呈色に より紅色を生じた。 これによ り
   DNAの 含有をも確認 した。
D.蛋 白質の定性
 核酸は必ず核蛋白質 とい う形で,蛋 白質 と結合 して
 各生体の組織中に存在 しているので,抽 出大豆核酸
 の純度 試験 として次の2方 法で蛋白質の定性を試み
 た。
        5)
 1)Biuret反 応
   抽出大豆核酸溶液1m1に40io NaOH 3 m1を
  加え,更 に1%硫 酸銅溶液1～2滴 を加えると淡
  紫色を呈 した。
            5)
 2)Xanthoprotein反 応
   抽出大豆核酸溶液3m1に 濃HNO31mlを 加
  えて煮沸すると,鮮 かな黄色を呈 した。
  以上の2反 応 より.わ ずかに不純物として蛋白質
  が完全に分離されないで残存 していることが確認
  された。
  その含有量は,前 記の計算 より35%で あるといえ
  る。
                   (註7)6)
E.糖(Pentose)の 検出(酷 酸アニリン試験)
 同試料:抽 出大豆核酸溶液
 〔b}試薬:(酷 酸 アニ リン試験紙)。 5%酷 酸 アニ リ
  ン溶液に細長 く切つた濾紙片を浸した後取 り出 し
  乾燥 して使用する。
 (註7)
  この呈色反応は,濃HC1と 共 に加熱することに
  よつて生成 され るfurfuralに 起因する。 しか し
  てmethylpentoseか らはmethylfurfuralを 生
  じhexoseか らは w・hydroxymethyl furfural
  を生成 し,こ れ らの物質 と試薬との縮合物が呈色
  の原因 となるのであ る。
 (c〕i操作及び結果:試 料溶液1mlを 試験管に とり,
  これに1mlの 濃HC1を 加えて煮沸 し,試 験管の
  口に酷酸 アニリン試験紙をあてがい,発 生する蒸
  気に触れ させると,試 験紙は桜赤色を呈 した。以
  上の結果か らPentoseを 検出 したことを認 めた
  ことを認めた。
                     わハ
F.有 機 塩 基 の検索(Paper Chromatography法)
 1)試 料 の調 製
 大 豆核 酸50mgを 直径1cmのglass bombe中 に
  と り6f{のHC12mlを加え,封 管後120。Cの
  油浴 中で2時 間 加水 分解 して,HC1を 湯浴上 で
 溜 去 し,蒸 溜水2mlで 溶 解 して,こ れをPaper
 Chromatography用Sampleとした。
 2)操 作
  {a}方法:Paper Chromatography一 次元上 昇法
 {b臆 紙:東 洋濾 紙Na.50(40cm×3cm)
昭和35年7月(1960) 一33一
{c恨 開液:n-ButanO1水 飽和(約 ＄4,%)
〔d}展開温度及び時問:32QC恒 温器中約15時 間
〔e廃色方法(吸 着位置の決定)
  濾紙を風乾後105QCで20分 加熱 し,0.1mo1
 の酷酸第2水 銀1容,1mo1の 酷酸 ソーダ3容
 水6容 を発色時毎に新 しく混和 した溶液の中に
 3」秒浸 し,水 を入れてあふれ させ,ゆ るい流水
         (註8)
 中で完全に洗溝する。洗瀞後硫化 アンモ ン溶液
 中を通すと,先 の溶液で濾紙上にHg塩 として
 固定 された塩基が,硫 化水銀の黒いSpotと な
 つて現れ る。これがPurine及 びpyrimidine
 baseの 位置を示す。
3)結 果
 発色処理に より,黒 色のSpot 7個 を検出した。
このSpotの 名称を決定す る為に,夫 々の塩基の
純粋物及び酵母核酸の純粋物 との同時展 開をも試
めた。酵母核酸か らはSpot 8個 を検出 した。次
に第3表 及び第4図 で夫 々のRf値 及び縮尺施の
図を表わす。
(註8)
洗/が 完全であ るか否かを見 る為,別 の濾紙片に
Hg(NO)塁 を吹 きつけ乾燥後Sample展 開の濾
紙 と同容器の中で同時に洗瀞 し,時 々取 り出して



































以上 の結 果か ら,Purine base 4個 即 ち, Aden
ine, Guanine,Hypoxanthine. Xanthineと, Py
rimidine base 2個 即 ち, Cytosine, Uracilを
検 出確認 した。
この内HypoxanthineとXanthineとは正 規の
核酸構 成成分 とい うよ りも,Hypoxanthineは
Adenine, XanthineはGuallineから生成 され
る ものであ るか ら,夫 々大 豆 核 酸中 にAdenine,
Guanineが 存 在す る関 係 か ら共存 す るのであろ
うと推 定 され た。 後1個 のRf値 が 一番小 さい
一一34一
Spotは,相 当する塩基が存在せず,な お不明で
あるが,核 酸中に残存する蛋 白質か ら生成された
物質 らしい と思われ る。
線 括 と 考 察
1)Schneider法 に よる大豆核酸の定量結果は, RN
A1,3°o, DNAO.35%含 有 していることがわかつた
 しかしSchneider法 は主に動物組織か らの定量法




物1%,燐 脂質(LO3%,燐 蛋白質0.03%で あつた。
3)大 豆粉5009よ り得た大豆核酸 の収量は,4.2279で
あつた。即ち,0.8454°oで あ る。
4)抽 出大豆核酸の定性は,RNA及 びDNA共 陽性
であつた。故に抽出生成物には,両 型核酸 とも含有
 していることが確認 された。





次の結果か ら大豆核酸構成成分 として,夫 々次の物
質の存在を認めた。即 ち諸言でのべた如 く,核 酸は
動植物の細胞内の核蛋白質の構成成分 として蛋白質
 と結合して存 し,遊 離の無機燐酸 とnucloside(有
機塩基 と糖)の よつたnucleotide 4個 か ら構成 さ
れていることが再確認 された。
〔a糖の検出を試みた ところ,こ れも陽性であつた。
  この反応はRibose特 有の反応であ るか ら,構 成




  と,燐 に対 して窒素が多す ぎる,こ れは核酸の構
 成成分の含量が一定であるとされているので,
  N/Pは 一定でなければな らぬのであ るが,前 述
  の如 く,抽 出核酸中その不純物 として蛋白質が含
  まれているので,燐 に対 して窒素が相当数多 くな
  ることが推定された。
{clN/P値 が大きい ところか ら,蛋 白質の含量を計




  一次元上昇法で,Purille baseと してAdenine,
  Guanine, Hypoxanthine, Xanthineの4個 と,
  Pyrimidine baseと してCytosine,Uraci1の2
  個 と,後1個 の存在を認めた。
 回前記の燐定量は燐酸量に基 き定量 されているので
  その溝成成分の内,燐 酸 も含有 していることも理
  論上認 め られた。
 以上の研究結果 よ り,大 豆核酸は,か な りの含量を
もつ ことが明 らか とな り,更 に大豆穀実か ら核酸部分
を抽出して,こ れが定性的にRNA及 びDNAで あ
ることを認めた。
 従来か ら,植 物組織か らの核酸については主として
RNAの みが抽出研究 され ているが,以 上の方法に よ
れば,RNAと 共にDNAを も抽出できることは興味
あることである。
 しかし抽出核酸中,少 量なが ら他の物質,(主 に蛋
白質 と思われる)が 共存 しZい たが,こ れは精製を試
み ることが必要であつたか と思われ,こ の点検討の余
地 を残している。
 又核酸とい うものの本体を知 り,そ の役 目ともいえ
る動物及び植物内の蛋白合成 とい う働きや,多 方面に
わた る利用価値か らも,核 酸が如何に重要 な物質であ
るかが認識されたことは,意 義深いことであると思わ
れる。 と共 に今後増 々種々の生物に於け る核酸の研究
が活発に行われることを望 むものである。
 終 りに臨んで,終 始懇切丁寧 なる御指導を賜 りまし
た,平 友恒教授に対 して心 より謝意を表 します。
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